

























































































non‐overlapping  patterns.  Further  studies  suggest  that  they  have  important  functions  in 
many different developmental processes, mainly at sites of migration and pattern formation. 
The exact mechanism of action of the teneurins is still under investigation. However, it does 
involve  homophilic  interactions  and  the  release  of  the  intracellular  domain  from  the 
membrane and its translocation into the nucleus. 
In the first part of the thesis, I am presenting a study of the possible evolutionary origins of 
teneurins,  identifying  a  teneurin‐like  gene  in  the  choanoflagellate  Monosiga  brevicollis. 
Furthermore,  alternative  splicing  of  the  intracellular  domain  and  conservation  of  nuclear 
localization sequences and protease cleavage sites were analyzed. 
In  the  second  part  of  the  thesis,  I  analyzed  the  transcriptional  regulation  of  human 
teneurin‐1, contributing to  its patterned expression  in the brain.  I found a novel conserved 
alternate promoter, upstream of the annotated transcription start. The transcription factor 
Emx2 directly binds to a single conserved homeobox binding site  in this novel promoter,  in 
vitro and  in vivo and Emx2  is able  to activate  teneurin‐1 expression  in  reporter assays, as 
well as on the endogenous level. 
In the third part of the thesis, I  investigated the homophilic  interactions of teneurins, using 
an atomic  force microscope  (AFM) as a  single cell  force  spectroscope  (SCFS). This  showed 
that  the  intracellular  domain  is  essential  for  mediating  adhesion  forces,  established  by 
homophilic  interactions by the extracellular domains. The NHL repeats of teneurins  located 
in the large extracellular part between the EGF‐like repeats and the YD‐repeats are essential 
in discriminating homophilic versus heterophilic  interactions. Finally,  I could show  that  the 
















In  complex  multicellular  organisms,  cells  have  to  interact  with  each  other  and  the 
surrounding extracellular matrix  (ECM)  to  form and maintain  tissues and organs.  Figure 1 
gives an overview of cell‐cell and cell‐ECM  interactions. Mature cell  junctions such as  tight 
junctions, gap junctions, adherens junctions, desmosomes and hemidesmosomes have many 
different functions ranging from communication to providing stability. For these junctions to 
form and mature,  cells have  to adhere  to each other  first. Specialized  integral membrane 










different  types  of  functions.  They  can  either  act  as  signal  transducer  recruiting  signaling 
complexes  or  as  adapter  proteins,  directly  or  indirectly  connecting  CAMs  to  the 
cytoskeleton.  The  majority  of  CAMs  can  be  categorized  in  four  major  protein  families: 
cadherins, selectins, immunoglobulin (Ig) superfamily and integrins.1  
The cadherins  form with more than 100 members the  largest group of CAMs. They can be 





functions,  particularly  during  early  differentiation.  The  most  widely  expressed  and  best 
studied  cadherins  are  the  so‐called  “classical”  cadherins:  E‐  and  P‐cadherins  expressed  in 
epithelial  cells  and  the  neuronally  expressed  N‐cadherin.  All  cadherin  interactions  are 
dependent  on  the  extracellular  concentration  of  Ca2+‐ions.  All  cadherins  have  highly 
conserved  intracellular domains, mediating  interactions with  the  cytoskeleton  in order  to 
establish  the  adhesive  forces  of  cadherin‐dependent  cell  adhesion.2 Many  cadherins  and 







mature  cell  junctions  that  act  as  important  mediators  of  tissue  integrity  and  communications 
between cells. Cell‐cell adhesion is mediated by cell adhesion molecules (CAMs). 
 
Another Ca2+‐dependent  class of  adhesion molecules  is  formed by  the  selectins.  Selectins 
bind  to carbohydrates at  the cell  surface. The dominant  sites of expression are blood and 








Ca2+‐ions.  The  typical  Ig  domains  consist  of  two  anti‐parallel  β‐sheets,  which  form  a 
sandwich.5 The number of these modules varies. The first and best described member of this 
family  is  NCAM,  which  is  widely  expressed  in  most  cell  types,  including  most  neurons. 




Integrins perform different  functions  from  the other CAM  families described above. While 
some  integrins  are  involved  in  cell‐cell  interactions,  the  majority  of  integrins  are  ECM 
receptors.  Integrins  are  glycoproteins  that  form  non‐covalently  linked  heterodimers, 
consisting of an α‐ and β‐subunit.  In mammals, 18 α‐ and 8 β‐subunits are encoded  in the 
genome, which can combine to a total of 24 αβ‐integrin receptors. Most of the ECM proteins 
like  collagens,  fibronectin and  laminin are  recognized by  specific  integrins. Many  integrins 
can  be  found  in  different  conformational  states,  influencing  their  receptor  affinity.  An 
important  regulator  of  integrin‐mediated  adhesion  is  the  clustering  of  the  receptors  at 
contact sites.7 Like the other CAM families,  integrins do not only function  in promoting cell 













During gastrulation,  the primitive  two‐layered embryo  is  transformed  into a  three‐layered 
structure. The epiblast cells of the upper layer will differentiate into the three primary germ 
cell layers: endoderm, mesoderm and ectoderm. The ectoderm in vertebrates is divided into 
three  parts:  the  external  ectoderm, which will  give  rise  to  the  epidermis  of  the  skin,  the 









progenitors  adjacent  to  the  hollow  center.  This  zone  is  called  the  ventricular  zone.  The 
neural tube undergoes rapid growth and eventually  forms the three primary brain vesicles 
(Figure 3A). The most anterior vesicle, the prosencephalon is the precursor of the forebrain. 
The mesencephalon  in  the  center will  give  rise  to midbrain  structures, whereas  the most 

































is  directed  by  a  variety  of  proteins.14 Most  prominent  among  those  factors  are  the  hox 
genes. The homeobox domain‐containing transcription factors are expressed  in an ordered 
pattern  in different  tissues, with  the brain being  the major expression  site. Hox genes are 
homologs of the Drosophila Hom‐C genes, which are important for segmentation of the body 
axis. In the vertebrate brain, the defined expression of a combination of different hox genes 
defines  the  position  and  identity  of  the  rhombomeres  in  the  rhombencephalon,  the 
developing hindbrain.15  
The  dorsal‐ventral  polarity  is  mostly  established  by  secreted  signals.  These  signals  are 







secreted protein  important for arealization  in the developing brain  is the fibroblast growth 
factor 8  (Fgf8).18 Together with  the signal molecules mentioned above,  it  forms a complex 
network of regulation. Changes  in the expression strength of each member of this network 
by  either  a  gene  knock‐out  or  overexpression,  will  lead  to  alterations  in  brain 
morphogenesis.19  
The  secreted  factors  mainly  establish  the  specialized  area  identity  through  the  graded 
expression of  transcription  factors. Several  transcription  factors are expressed  in gradients 
along the dorso‐ventral and rostro‐caudal axes of the cerebral cortex. The most prominent 
members are COUPTF1, Lef1, Lhx2, Emx2 and Pax6.11 The latter two factors are well‐studied 
and  play  an  important  role  in  the  early  patterning  of  the  cortex.20  The  homeodomain 
transcription  factor  Emx2  is  expressed  in  a  low  rostral  to  a  high  caudal  gradient.21  The 
paired‐box containing transcription factor Pax6 is expressed in an opposite gradient to Emx2 
(see Figure 5 A).22 The balance of expression of those two transcription factors regulates the 
functional  fate  of  a  given  area  along  the  concentration  gradient.  High  concentrations  of 
Emx2 combined with a  low concentration of Pax6  lead to the production of neurons of the 
visual cortex, while  the opposite concentration gradient,  leads  to motor cortex  formation. 
Studies of mutant mice  for both of  these  transcription  factors show systematic changes  in 





network of  transcription  factors,  in which  the relative concentrations  to each other define 
the  final  functionality  of  the  individual  brain  areas.13  Downstream  of  these  transcription 











a  low  rostral  to  a  high  caudal  gradient.  Pax6  is  expressed  in  an  opposite  gradient  to  Emx2.  (B) 









The  nervous  system  depends  on  correct  patterns  of  neuronal  connectivity  to  function 
properly. How arealization and functional patterns are regulated at the transcription level is 
described  above.  To  connect  these  areas,  projecting  neurons  have  to  find  their way  and 





















eight  structural  classes,  all  sharing  a  conserved  Sema  domain  at  the  N‐terminal.33  The 
corresponding  receptors are multimeric. A protein of  the plexin  family  is often part of  the 
receptor  complex.  Several  studies  show  that  semaphorins  primarily  act  as  short  range 







over  a  dozen members.  Ephrin‐As  are  glycosylphosphatidylinositol  anchored  and  bind  to 
Eph‐A  receptors,  whereas  ephrin‐Bs  have  a  transmembrane  domain  and  bind  to  Eph‐B 
receptors.35 Many  of  the  ephrins  function  as  a  contact  repellent  thereby mediating  axon 
fasciculation.  In  the  visual  system,  ephrins  and  their  receptors  are  expressed  in  a 


















effects on different  subpopulation of approaching neurons. Additionally,  the  same growth 
cone  can  react  to  the  same  guidance molecule  in  a  different  fashion,  depending  on  the 
location along the path toward its target. This complicates the analysis of specific functions 







pathfinding.  Laminin  and  fibronectin,  for  example,  promote  neurite  outgrowth  and  the 
growth  cone  accurately  follows  pathways were  laminin  or  fibronectin  are  deposited.38  In 
contrast, growing neurons are deflected from areas were tenascins are deposited.39 




make neurons competent  to  form synapses.40,  41 As described  for axonal guidance, several 
classes  of CAMs  have  been  shown  to  carry  out  functions  in  target  recognition  and  initial 




than  synapse  formation.45 Different molecules are needed  for  inducing  various aspects of 
synapse formation. Among them are neuronal activity‐regulated pentraxin (Narp), Ephrin‐B1 
and the two CAMs, SynCAM and neuroligin. Narp was one of the  first molecules,  found to 
have  synaptogenic activity and  it was  shown  to cluster glutamate  receptors  in  spinal cord 
neurons  in  mixed  co‐culture  assays.46  Ephrin‐B1  belongs  to  the  ephrin  family  of  axonal 







SynCAM  is a member of the Ig superfamiliy of CAMs and  interacts  in a homophilic manner. 
Cultured  neurons  overexpressing  SynCAM1  show  an  increase  in  synapse  formation. 
Expression  of  SynCAM1  in  non‐neuronal  cells  induces  functional  presynaptic  active  zone 
formation  in  contacting  axons  in  a mixed‐culture  assay.48  Like  SynCAM, neuroligin  and  its 
presynaptic  partner  neurexin  induce  the  formation  of  the  functional  active  zone  by 
clustering.41  These  steps  describe  the  early  stages  of  synaptogenesis,  in which CAMs  and 










Teneurins  are  a  family  of  proteins,  conserved  from  C.elegans  and  Drosophila  to 
vertebrates.50 They were  first discovered  in Drosophila, using different approaches  in  two 
independent  laboratories.  In  the  first  approach,  a  screen  was  performed  to  identify 
homologs  of  the  extracellular  matrix  protein  tenascin‐C  in  arthropods.  Screening  a 
Drosophila  expression  library  with  a  probe  against  the  epidermal  growth  factor‐like 
(EGF‐like)  repeats  of  chicken  tenascin‐C  identified  two  novel  proteins  that  they  named 
“tenascin‐like protein major” (ten‐m) and “tenascin‐like protein accessory” (ten‐a).51, 52 More 
detailed studies showed that they had discovered a new class of proteins. Beside the EGF‐
like domain,  the newly discovered proteins were distinct  from  tenascins  in both, structure 
and  function.  Independently,  ten‐m  was  also  found  in  a  screen  for  identifying 
phosphotyrosine  containing proteins.53 Embryos,  containing a mutant version of  this gene 
showed an “oddless” pair‐rule phenotype and hence the newly identified protein was named 
“odd Oz”  (odz).  Since  all  other  known  pair‐rule  genes  code  for  transcription  factors,  this 
phenotype was  very  surprising  for a  transmembrane protein. Only  recently  it was  shown, 
that the pair‐rule phenotype was rather due to a problem of the balancer chromosome used 
in  these mutants  and  not  caused  by  the  identified  gene.54  Further  studies  revealed  the 
conservation of these proteins in different classes of organisms. In vertebrates, four paralogs 
were  identified,  whereas  only  one  gene  was  found  in  C.elegans  that  is  transcribed  and 
translated  in  two  isoforms.55 As both names persisted being used,  the  search  for  relevant 
literature was complicated. Therefore, the new name “teneurin” was proposed.56 It consists 
of the original name “tenascin‐ like protein” and its affiliation with the nervous system, the 
major  site  of  expression.  Fortunately,  the  numbering  schemes  used  together  with  the 
different nomenclatures coincided. The name teneurin  is now commonly used (see Table 1 
for nomenclature overview). 

















   Ten‐1S55     Subset of neurons, some hypodermal cells55,57 








   Ten‐a52, 59     CNS, eye, muscle attachment sites51, 59 
         
Danio rerio  Teneurin‐3  Ten‐m360  Developing brain, somites, notochord, 
pharyngeal arches60 
   Teneurin‐4  Ten‐m460  Developing brain, spinal cord60 
         
Gallus gallus  Teneurin‐156, 61     Developing CNS and eye56, 61‐63 limb buds63 
   Teneurin‐261, 64     Developing brain and eye61‐63, AER of limb buds, 
tendon primordia, pharyngeal arches, heart, 
somites, neural tube, craniofacial mesenchyme64 
  Teneurin‐363    Developing CNS, central retina, limb bud63 
   Teneurin‐463, 65     Developing CNS, ZPA of limb buds, pharyngeal 
arches65 heart, lung bud63 
         
Rattus rattus  Teneurin‐2  Neurestin66  Developing and adult CNS, somites66 


































The molecular functions of these domains  in the  ICD are still unknown.75 The two  isoforms 
found  in C.elegans only differ  in the  length of the ICD.55 The single transmembrane domain 
following  the  ICD  contains  around  23  hydrophobic  amino  acids.  Directly  adjacent  to  the 
transmembrane domain,  there  is a  stretch of around 200  residues often,  referred  to as a 
linker  region.  This  linker  region  is  followed  by  eight  tenascin‐like  EGF‐like  repeats.  In  the 
second and fifth EGF‐like repeat, the free cysteines that are characteristic for teneurins can 
form lateral cross‐links, resulting in the formation of dimers.67, 76 The central part of the ECD 
contains 17 highly  conserved  cysteine  residues.  Structural prediction  software  shows NHL 
repeats in this region. NHL domains are known to form propeller‐like twisted anti‐parallel β‐
sheets.77 This region of the protein is highly conserved, though its function remains yet to be 
elucidated. Closer  to  the C‐terminus 26 YD  repeats  and  a  series of partial YD  repeats  are 
located. In eukaryotes, these repeats are unique to teneurins, but are also found in cell wall 
proteins of  some prokaryotes.50 The C‐terminal half of  the ECD has been  found  to  form a 
globular domain, connected to the rod‐like EGF‐like repeats.76 On the very C‐terminal end of 



















Teneurins  are  mainly  expressed  in  the  developing  central  nervous  system  (CNS).  Many 
reports have also shown teneurin expression in non‐neuronal tissues such as the developing 
limbs and other sites of pattern formation (Table 1).  In C.elegans, the two known  isoforms 
show  distinct  expression  patterns.  The  longer  isoform  Ten‐1L  is  expressed  in  the  somatic 
gonad, pharynx and in a subset of muscles and neurons.55, 57, 79 The shorter isoform Ten‐1S is 
found in hypodermal cells and in subsets of neurons.55, 57, 79 In Drosophila, ten‐a is expressed 
in  the  CNS,  muscle  attachment  sites  and  the  eye.51,  59  Notably,  besides  the  prominent 
expression  in the neural and the optic system  in the fly, ten‐m  is mainly expressed at sites 




of  teneurins has been most extensively studied  in chicken. Here  they are expressed  in  the 
nervous system and in sites of pattern formation. A well‐described example for the latter is 
the  limb  bud.  Here,  teneurin‐2  is  exclusively  expressed  in  the  apical  ectodermal  ridge, 
whereas teneurin‐3  is only expressed  in the dorsal  limb.63, 64 Teneurin‐1  is expressed  in the 
dorsal ectoderm and  the ventral mesenchyme.63 Teneurin‐4  is expressed  in  the distal and 
posterior  mesenchyme.63,  64  This  complex  pattern  of  expression  of  the  different  family 
members  is also found  in the nervous system. Different teneurins are expressed  in distinct 
non‐overlapping  subpopulations  of  neurons  in  the  developing  visual  system.56,  61  In  the 
developing  optic  tectum,  the  expression  patterns  of  avian  teneurin‐1  and  ‐2  are 
well‐described.61 More detailed  studies of  the distinct expression of different  teneurins  in 
different layers of the retina followed later.62, 63, 80 In the mouse, most studies analyzed the 










performed  in  vitro.  Neurite  outgrowth  was  induced  in  neuroblastoma  cells  (Nb2a), 
transfected  with  full‐length  teneurin‐2  and  in  explanted  chick  dorsal  root  ganglia  when 
plated on teneurin‐1 YD‐repeats.56, 61 Furthermore, the Nb2a cells transfected with teneurin‐




teneurin  ICD  seems  to play  an  important  role  in mediating  teneurin  functions.  Increasing 
evidence  suggests,  that  teneurins  are  substrates  for  a  process  called  “regulated 
intramembrane proteolysis” (RIP) releasing the ICD from the membrane. Overexpression of 
soluble teneurin‐2 ICD constructs in HT1080 cells leads to an accumulation of the ICD in the 




protease  near  the  transmembrane  domain  at  the  outside  of  the  cell,  releasing  the 
extracellular protein part  into the extracellular milieu.  In a second step, a protease cleaves 
the  substrate  in  the  transmembrane  domain  or  closeby  inside  the  cell,  releasing  the 
intracellular  part  from  the membrane  into  the  cell.83  Analysis  of  the  teneurin  sequences 
revealed  several  conserved  protease  cleavage  sites.50  Most  of  the  teneurins  possess  a 
conserved  furin‐like  cleavage  site  between  the  transmembrane  domain  and  the  EGF‐like 
repeats. This cleavage site was shown to be functional in vitro, by using a recombinant avian 
teneurin‐2  fusion  protein.61,  64  This  fulfills  the  first  step  required  for  RIP.  The  protease 
responsible  for  releasing  the  teneurin  ICD  from  the membrane  is not yet known. Possible 
candidate  proteases  are  signal  peptide  peptidase  (SPP),  SPP‐like  proteases  and  site‐2 
protease,  which  have  all  been  shown  to  cleave  type  II  transmembrane  proteins.84 
Nevertheless, the nuclear function of the ICD is still unknown. A yeast‐two hybrid screen for 
identifying interaction partners of the teneurin‐1 ICD revealed MBD1, a nuclear methyl CpG 
binding  protein  as  a  novel  binding  partner.80  MBD1  is  known  for  its  function  in 










Accumulating  evidence  is  beginning  to  shed  light  on  the  in  vivo  function  of  teneurins  in 
different  species.  A  knock‐out  of  the  single  teneurin  gene  in  C.elegans  resulted  in  a 
pleiotrophic  phenotype.  The  mutants  showed  an  increased  embryonic  lethality,  gonad 
disorganization,  defects  in  distal  tip  cell migration,  nerve  cord  defasciculation,  defects  in 
axonal  path  finding  and  basement  membrane  integrity.55,  86  Milder  versions  of  these 
phenotypes  were  also  observed  in  a  different  study,  in  which  a  truncated  form  of  the 
C.elegans  teneurin  that  ended  just  after  the  EGF  repeats  was  used.57  This  shows  the 
importance  of  the  domains,  located  C‐terminally  of  the  EGF‐like  repeats  in  mediating 
teneurin  functions.  In  Drosophila,  mutant  flies  for  ten‐m  showed  defects  in  retinal 
development  and  motor  neuron  guidance.54,  88  In  vertebrates,  cell  bodies  of  neurons 
transfected  with  a  teneurin‐3‐GFP  construct  in  utero  aggregate  and  are  delayed  in  the 
migration  to  their  target  region.89  However,  teneurin‐3‐GFP  overexpression  led  to  an 
increased neurite outgrowth, as observed for teneurin‐2  in vitro.50, 89 Teneurin‐3 knock‐out 









limitations  in  their  intellectual capacity and adaptive behavior. The onset of  the disease  is 
before the patients reach 18 years of age without showing a degenerative phenotype.91 The 
most  severe  forms of MR,  in which patients have an  IQ  lower  than 50  is very  likely  to be 
caused  by  specific  genetic  contributions.92  Among  the monogenic  forms  of MR,  X‐linked 




these  proteins  produced  by  these  genes  are  localized  to  synapses,  implicating  a  role  in 
synaptogenesis,  synaptic  activity  and plasticity  as underlying  causes of XLMR.95 Odz1,  the 
gene coding  for teneurin‐1, resides  in the gene  locus Xq25. This  locus has a very  low gene 
density  and  is  implicated  in  causing  XLMR  in  several  families.  Three  XLMR‐causing  genes 
were  identified  in Xq25. These  genes  are  called UPF3B,  ZDHHC9  and GRIA3. The  latter of 
these genes is located very close to the teneurin‐1 locus.96‐98 Given the established functions 










from  worms  and  flies  to  vertebrates.  Studies  of  different  members  of  this  family  in 
invertebrates  and  vertebrates  suggest  an  important  role  during  embryonic  development, 
especially in the developing brain. Despite of their high conservation in the domain structure 
and amino acid  sequence, a  systematic  study of  the origin of  teneurin  in evolution and a 
detailed comparison of the conserved domains between species was still missing. The result 
of such a study is presented in the first part of the result section (chapter 4.1.). 
In  vertebrates,  the  existing  four  paralogs,  called  teneurin‐1  to  ‐4  are  expressed  in  the 
developing  brain  in  distinct  non  overlapping  patterns.  However,  there  is  still  very  little 
known about which  factors are  regulating  teneurin expression and hence  their expression 
patterns,  which  seem  to  be  a  key  factor  for  teneurin‐mediated  functions.  Furthermore, 
teneurin‐1 has been  implicated  to  represent a potential  target gene  in XLMR.  In order  to 
provide a basis for further deletion and mutation studies of teneurin‐1 in XLMR patients, the 
5'  UTR  and  gene  promoter  elements  of  teneurin‐1  was  characterized.  Furthermore,  the 
transcription  factor  binding  to  and  regulating  a  newly  discovered  promoter  element was 
analyzed in the second part of this thesis (chapter 4.2.). 

























































































































































































































and/or  target selection molecules  in  the developing brain. The molecular mechanisms and 
protein  domains  mediating  these  functions  are  unknown.  Using  single  cell  force 
spectroscopy we  show  that  teneurins mediate  increased adhesion  forces  in a homophilic, 
but not heterophilic manner between  two  contacting  cells.  Furthermore, we observed  an 




interactions. Finally, we  tested  the effect of homophilic versus heterophilic  interaction on 









(reviewed  in  Tucker  et  al.  2007;  Tucker  et  al.  2011).  In  vertebrates,  four  paralogs  called 
teneurin‐1  to  ‐4 exist.   Extensive  localization  studies of  teneurin expression  in vertebrates 




teneurins  for  axon  guidance  and  target  recognition  in  the  developing  nervous  system.  In 
Caenorhabditis  elegans,  RNAi  knockdown  or  teneurin mutants  of  its  single  gene  lead  to 
multiple phenotypes including failures in axon guidance and neural pathfinding (Drabikowski 
et  al.  2005; Mörck  et  al.  2010).  In Drosophila melanogaster  a  recent  study  showed  that 
knock‐out of ten‐m, one of the two fly teneurin genes, as well as epithelial overexpression of 
the ten‐m protein, leads to motor neuron guidance defects (Zheng et al. 2012). Furthermore, 
both  of  the  two  Drosophila  teneurin  proteins  are  shown  to  be  involved  in  synapse 
organization and target selection based on homophilic interactions (Hong et al. 2012; Mosca 
et al. 2012). In vertebrates, teneurin‐3 deficient mice show changes in the connections of the 







cone along  the way  to  the  target  region. They often  follow  tracks of attractive molecules 
either deposited in the extracellular matrix or still bound to the membrane of other neurons 
or glia cells along these paths (reviewed in Dickson 2002; Zipursky and Sanes 2010). Previous 
studies  in  chicken  and  Drosophila  show  low  levels  of  teneurin  expressed  along  the 
projections of neurons (Rubin et al. 2002; Hong, Mosca et al. 2012). Several in vitro and cell 





reported  in  vivo  functions  (Oohashi  et  al.  1999;  Rubin,  Tucker  et  al.  2002;  Bagutti  et  al. 
2003). 
In  the present  study we quantified  the adhesion  forces between  teneurin expressing cells 
using an atomic force microscope (AFM) as a single cell force spectroscope (SCFS; (Helenius 
et  al.  2008)),  and  identify  the  intracellular  as well  as  extracellular  domains  of  teneurins 
responsible  for  homophilic  interactions  and  generation  of  adhesion  strength.  Finally, we 








The general teneurin structure  is presented  in Fig. 1A. The N‐terminal  intracellular domain 
(ICD; I) is followed by a single span transmembrane domain, and a large extracellular domain 
consisting of eight  tenascin‐  type EGF‐like  repeats  (E), a cystine‐rich domain with  five NHL 
repeats  (N) and a YD‐repeat domain  (Y). To  test  if  teneurin can act as a membrane‐bound 
attractive  molecule  for  primary  neurons,  we  set  up  a  co‐culture  assay  of  teneurin‐2 
expressing non‐neuronal HEK293  cells  expressing  either N‐terminal GFP‐tagged  full‐length 
teneurin‐2  (I2E2N2Y2;  for  domain  denomination  code  cf.  Fig.  1A,B)  or  a  GFP‐tagged 
construct  lacking  the ECD  (I2E0N0Y0) and dissociated primary hippocampal cells using  the 
method described  in Biederer  and  Scheiffele, 2007. Analyzing  co‐localization of  synapsin1 
(Syn1)  as  an  axonal marker  and GFP  for  the HEK293  cells we  observed  that  the  primary 
neurons grow preferentially over the HEK293 cells expressing full‐length teneurin‐2 (Fig. 1C, 
left panel, D)  avoiding  the HEK293  cells expressing  the  truncated  construct  (Fig. 1C,  right 
panel, D). Teneurins were shown to  function as target recognition molecules, mediated by 
homophilic interactions (Hong et al., 2012; Mosca et al., 2012). Further, dissociated primary 
hippocampal  cells  express  teneurin‐2  (Silva  et  al.,  2011)  and  show  preferences  for  a 
teneurin‐2  containing  growth  substrate  in  our  assay.  Thus, we  decided  to  investigate  the 
mechanism of teneurin interactions in more detail. 
Teneurins interact in a homophilic, but not in a heterophilic manner 





(I1E1N1Y1  vs  I1E1N1Y1)  or  teneurin‐2  (I2E2N2Y2  vs  I2E2N2Y2)  resulted  in  similarly  high 
adhesion  forces, which were  significantly  increased  compared  to  the  adhesion  forces  of 
control  cells  lacking  the  teneurin  extracellular  domain  (ECD;  I2E0N0Y0  vs  I2E0N0Y0);  Fig. 









vs  I2E2N2Y2  and  I2E0N0Y0  vs  I1E1N1Y1) which  resulted  in  lo,w  adhesion  forces  (Fig.2C). 
Furthermore,  cells  expressing  teneurin‐1  on  one  cell  and  teneurin‐2  on  the  second  cell 
(I1E1N1Y1 vs I2E2N2Y2) also resulted in low adhesion forces (Fig. 2C), proving that teneurins 
do  not  interact  heterophilically  in  the  cellular  context.  The  recorded  differences  in  the 
observed adhesion  forces  is unlikely to be a consequence of differences  in cell mechanical 
properties,  since  we  do  not  observe  a  correlation  between  contact  stiffness  and  the 
maximum adhesion forces (Fig. 2D). To ensure similar expression levels of the constructs the 
cells were  FACS  sorted with  the  same  gating  (Fig.  S1A,B)  and  surface  expression  of  the 












report  showed  that  the  ICD  of  teneurin‐1  interacts with  the  cytoskeletal  adaptor  protein 
CAP/ponsin,  demonstrating  a  possible  link  of  teneurins  to  the  cytoskeleton  (Nunes  et  al. 
2005). We tested the function of the teneurin ICD domain in mediating the adhesion forces 
using SCFS. Cells expressing a teneurin‐2 construct  lacking the  ICD  (I0E2N2Y2 vs  I0E2N2Y2) 
only  show  low adhesion  forces  in  the  range of  control  cells  lacking  the ECD  (I2E0N0Y0  vs 
I2E0N0Y0; Fig. 3A  ii). Thus, for strong adhesion between teneurin expressing cells both the 
ICD  as well  as parts of  the ECD  are  required,  implicating  a  trans  interaction between  the 
proteins on the outside of the cell as well as a possible clustering of the teneurins within the 
cell membrane by  their  interaction with  the  cytoskeleton.   As  can be  seen  in Fig. 3B,  the 





containing  the  ICD  of  teneurin‐1  and  the  extracellular  part  of  teneurin‐2  (I1E2N2Y2  vs 
I1E2N2Y2) show the same  increase  in adhesion forces mediated by homophilic  interactions 
as the original full‐length teneurin‐2 (I2E2N2Y2 vs I2E2N2Y2). These adhesion forces are also 




Since  deleting  the  YD  repeats  and  swapping  the  ICD  domain  has  no  influence  in  the 
increased adhesion  forces measured, we decided  to  test which of  the  remaining domains, 
the EGF‐like repeats or the NHL repeat domain, is responsible for discriminating homophilic 
versus  heterophilic  interactions.  For  this  purpose  we  generated  swap  constructs  of  the 




I1E1N2Y0;  Fig.  3C).  The  source  of  the  EGF‐like  repeats  and  the  ICD  do  not  influence  the 
interaction and  it does not matter whether they come from the same teneurin member or 
the other one (compare  I1E1N2Y0 vs  I1E1N2Y0 and  I2E2N2Y0 vs  I1E1N2Y0; Fig. 3C and Fig. 





To  test  whether  homophilic  interactions  of  teneurin  proteins  have  a  function  in  the 
outgrowth of neurons, we set up a neurite outgrowth assay on recombinantly expressed and 
purified  teneurin‐2  ECD  protein.  Purity  of  the protein  and  coating  efficiency  of  coverslips 
with the purified protein  is shown  in Fig. S3A,B. We compared the  length of neurites  from 
Nb2a cells expressing different teneurin constructs after differentiation in serum free media 
on  purified  teneurin‐2  ECD  or  on  poly‐lysine  as  a  control  substrate.  Cells  transiently 






(Fig.  4A,  top  left  panel).  In  contrast,  cells  transiently  expressing  full‐length  teneurin‐1 
(I1E1N1Y1)  show  normal  neurite  lengths  on  teneurin‐2  ECD  (Fig.  4A,  top  right  panel). No 
difference  is  observed  between  untransfected  cells  or  cells  expressing  teneurin‐1  or 
teneurin‐2 when plated on a control substrate. In order to quantify this observation and to 
identify  the  teneurin‐2 domains  involved  in mediating  the effect we generated  stable  cell 
lines  and  quantified  neurite  length  of  cells  expressing  different  teneurin  constructs  (Fig. 
4B,C).  Using  cells  stably  expressing  the  full‐length  form  of  teneurin‐2  (I2E2N2Y2)  we 
confirmed the results observed by transient transfection and these cells showed significantly 
shorter  neurites  when  grown  on  purified  teneurin‐2  ECD  than  control  cells  lacking  the 




extent  (Fig.  4B,  right  panel).  This  indicates  that  the  homophilic  interactions  of  teneurin‐2 
expressing cells with a  teneurin‐2  substratum are  inhibitory  to neurite outgrowth and  the 




teneurin‐2  ECD,  whereas  cells  expressing  swap  constructs  with  the  propeller  domain  of 
teneurin‐1  (I2E2N1Y0)  show  significantly  longer  neurites  (Fig.  4C,  left  panel).  This  clearly 
indicates  that  the  homophilic  interaction  mediated  by  the  NHL  propeller  domain  is 
responsible  for  the  reduced  growth  rate  of  neurites.  All  cells  showed  the  same  rate  of 















Different  functions have been attributed  to  the  teneurin  ICD,  ranging  from  transcriptional 
mediator after  release  from  the membrane  (Bagutti et al. 2003; Nunes et al. 2005)  to  its 
interaction with  the  cyoskeletal adapter protein CAP/ponsin  (Nunes et al. 2005). Here we 
demonstrate  that  increased  adhesion  forces  between  two  contacting  cells, mediated  by 
homophilic  interactions of  teneurins,  are dependent on  the  ICD.  Furthermore,  the  ICD  of 
teneurin‐1  and  ‐2  are  interchangeable  and  thus  seem  to  have  a  common  function  in 
mediating  these  forces,  indicating  a  general  link  to  the  cytoskeleton  for  the  teneurin 
proteins.  Since longer contact times between two cells lead to increased adhesion forces we 
envisage that  local clustering of teneurins mediated by the cytoskeleton  leads to  increased 
local  concentration  of  teneurins.  This  will  increase  their  avidity  through  multiple  bond 
interactions  thereby  increasing  the  interaction  strength  between  cells.  This  has  been 
observed  also  for  other  cell‐cell  or  cell‐extracellular  matrix  adhesion  proteins  such  as 
SynCAM1, nectin, or  integrins (Fogel et al. 2011; Kurita et al. 2011; Margadant et al. 2011). 
Previous reports of  in vitro data suggested that the homophilic  interactions of teneurin are 
mediated by domains C‐terminal of  the EGF‐like  repeats  (Feng et al. 2002). Using electron 
microscopy  of  recombinantly  expressed  teneurin  ECDs  Feng  et  al.  (2002)  observed  three 
large  globular  subdomains  connected  to  the  rod  like  EGF‐like  repeats.  The  NHL  repeat 
domain  is  located C‐terminal of  the EGF‐repeats  followed by  the YD‐repeats. NHL  repeats 
are  known  to  form  beta‐propellers  (Edwards  et  al.  2003)  and  in  teneurins  the  five  NHL 







teneurins.  This  is  reminiscent  of  other  cell  surface  receptor  interactions.  The  interaction 
between  the  cell  surface  receptor pairs of  semaphorins  and plexins are also mediated by 
propeller–propeller  interactions (Janssen et al. 2010; Liu et al. 2010). Whereas  in that case 
the propellers might  influence  the  respective pairing of members of  two different protein 




ICD.  In  this paradigm,  clustering of  teneurins on a growth  cone adhering  to a  substratum 















the  same  vector.  Swap  constructs  were  generated  by  overlapping  PCR  using  a  14bp 
overhang. Swap and deletion constructs  (Fig. 1B) were cloned using  the  following domain 
boundaries in basepairs: ICD (I) 1‐852, EGF‐like repeats (E) 853‐2310, NHL repeats (N) 2311‐
4428 and YD‐repeats  (Y) 4429‐8118  for  teneurin‐1. For  teneurin‐2  the boundaries are  I 1‐
388, E 389‐2613, N 2614‐4719 and Y 4720‐8409. All constructs were sequence verified. 
Cell culture 
HEK293‐ECR  (Invitrogen) and Nb2a neuroblastoma cells  (ATCC CCL131) were maintained  in 
DMEM media with 10% (vol) FCS, 100 mg/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin (growth 
medium; all Invitrogen). Stable cell lines were established by G418 selection and FACS sorted 
for  homogenous  GFP‐  or  RFP‐fusion  protein  expression  with  the  same  gating  (Fig.  S1). 
Surface staining of all constructs was confirmed by staining of  the non‐permeabilized cells 
with polyclonal antibodies against teneurin‐1 or teneurin‐2 EGFs described  in  (Kenzelmann 
et  al.  2008).  Z‐stacks  were  acquired  on  a  spinning  disk  system  (Zeiss  AxioImager M1  + 




supplemented with  1%  (vol)  FCS.  For  SCFS,  cells were washed with  phosphate  buffered 
saline  (PBS),  detached  using  1%  (vol)  ethylenediaminetetraacetic  acid  (EDTA,  Sigma, 
Germany)  in PBS, pelleted, and  resuspended  into 1%  (vol)  serum Liebowitz medium  (SCFS 
measurement medium).  Cell‐cell  adhesion measurements  were  conducted  with  an  AFM 
(Nanowizard  I,  JPK  Instruments) mounted  on  an  inverted  fluorescence microscope  (Zeiss 
Axiovert  200,  equipped  with  20x  and  40x  lenses).  The  setup  was  extended  with  a  JPK 






were  used  to monitor  cellular morphology  during  adhesion measurements.  Tip‐less  AFM 
cantilevers  (NPO‐010,  Veeco  Instruments,  nominal  spring  constant  k  =  60  mN/m)  were 
calibrated  using  the  thermal  noise method  (Butt  and  Jaschke  1995).  Each  cantilever was 
calibrated  three  times  to  rule out possible errors. Spring constants were consistent within 
10%  of  their  nominal  value.  Plasma‐activated  cantilevers were  incubated with  2.5 mg/ml 
concanavalin  A  (ConA,  Sigma)  overnight  at  4°C  and  carefully  rinsed  in  PBS  before  use. 
Plasma‐activated petri dishes  (WPI,  Inc) were prepared  to obtain adhesive Petri dishes  for 
HEK  cells  to  adhere.  Before  SCFS,  Petri  dishes  were  gently  rinsed  with  the  cell  culture 
medium used to perform the adhesion tests (Liebowitz L‐15 medium supplemented with 1% 
(vol) FCS, 100 mg/ml penicillin and 0.1 mg/ml streptomycin). Diluted cell suspensions were 
then  seeded  onto  the  substrate  and  incubated  over  night  at  37°C.  For  SCFS,  cells were 
selected using phase‐contrast microscopy and  fluorescence microscopy to characterize cell 
morphology and  to ensure consistent  teneurin expression  levels,  respectively  (Figure S1c). 
Once the cell has been selected, the ConA‐coated cantilever was gently pressed onto the cell 
applying  a  force  of  ≈1  nN  for  ≈3  s.  After  this,  the  cell  attached  to  the  cantilever  was 
withdrawn  from  the  substrate  for 2–10 min  to allow  the cell  to enhance  this attachment. 
This  ‘probe‐cell’  was  then  moved  above  a  'target‐cell’  that  was  firmly  attached  to  the 
adhesive ConA‐coated part of the substrate. Cell adhesion experiments between probe‐cell 




cell was  repeated  up  to many  times  depending  on  the  contact  time:  5  s  contact  time,  5 
repetitions;  20  s  contact  time,  3  repetitions;  60  s,  1  to  2  repetitions,  and  120  s  being 
measured once. A  resting  time of 30 s was given between  recording each F‐D curve. Each 
probe‐cell was used  to  test  several  target‐cells. Not more  than 40  F‐D  curves were  taken 
with any given probe‐cell. Cells were observed continuously during the SCFS experiment to 
judge whether  they were  intact  and  stably  associated with  the  cantilever/substrate.  F‐D 









over many experimental  repetitions  to determine  the mean adhesion  force of a given cell 
couple  and  contact  time.  These  Fmax  values  were  pooled  to  obtain  the  distribution  of 
maximal  adhesion  forces  for  a  given  experimental  condition.  The  median,  mean  and 
standard  deviations  were  extracted  with  Graph  prism  (GraphpadSoftware)  for  unpaired 
Wilcoxon  based Mann‐Whitney  U‐tests  for  significance with  a  p  cut‐off  value  of  0.01.  p 
values were calculated using OriginPro (Originlab Inc.) Non‐parametric tests were applied to 
all SCFS data, because we assumed that the data are not normally distributed. Although no 
systematic history effect was  seen on  successive F‐D  curves  taken with one  cell  (data not 
shown),  we  could  not  assume  that  each  curve  is  strictly  independent  of  each  other. 






The DNA  sequence  spanning base pairs 1786‐8409 encoding  the complete ECD of chicken 
teneurin‐2 was cloned into a modified pSecTag vector (Invitrogen) containing N‐terminal His‐ 




following  the manual  of  the  supplier.  The  purity  of  our  protein  preparation  is  shown  in 
Supplemental Fig. S3A. 
Sterile  10  mm  cover  slips  were  coated  with  30  μg/ml  purified  protein  or  100  μg/ml 
poly‐lysine for at least one hour at room temperature and washed twice with PBS. The cover 
slips were placed  in 4‐well  tissue culture dishes  (Greiner bio‐one) and 2x104 cells per dish 
were  seeded  in 10% FCS  in DMEM. The next day  the medium was changed  to  serum‐free 
DMEM  to  induce Nb2a  differentiation  (Evangelopoulos  et  al.  2005).  After  24h  cells were 
















fixation  and  staining  for  synapsin  (Millipore).  Five  random  Z‐stacks  were  acquired  per 
experiment and condition with a Zeiss LSM700 system at 40X magnification and the pictures 
were  deconvolved  using  the Huygens  Remote Manager  (Ponti,  Schwarb  et  al.  2007).  Co‐
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(A)  Domain  structure  of  teneurin‐1  and  ‐2  is  illustrated.  Teneurin‐2  domains  are  in  blue  and 
teneurin‐1 domains in green.  Each domain is denoted with a letter for the domain type followed by 
the number of the teneurin protein. A possible interaction of the intracellular domains with the actin 
cytoskeleton  is  indicated  by  a  link  through  CAP/ponsin  and  vinculin  or  an  unknown  protein 
(complex).  
(B) Deletion and swap constructs used  in this study. The same  letter and number code  is used as  in 
(A). Missing domains are indicated by their letter code followed by 0. 
(C) Co‐localization of synapsin with full‐length teneurin‐2 (I2E2N2Y2) or control cells lacking the ECD 
(I2E0N0Y0)  in  a  co‐culture  assay  of  teneurin  expressing  HEK293  cells  and  primary  hippocampal 
neurons. Acquired Z‐stacks with slice view in XZ‐ and YZ‐axis are presented. Scale bars, 5 μm. 
(D)  Quantification  of  the  co‐culture  assay.  The  number  of  co‐localized  voxels  per  pictures  is 
normalized  for  the  total  cell  surface area present  in  the picture. Black  lines  represent  the median 
with  error  bars  representing  the  standard  error  of  the  mean  (SEM).  Statistical  significance  of 












time,  the  probe  cell was  retracted  at  a  given  speed  5  µm/s  and  adhesive  forces were  detected 
recording the cantilever deflection over the distance travelled by a piezoelectric element moving the 
cantilever. The  resulting  force‐distance  (F‐D) curve quantifies  the maximum adhesion  force  (Fmax) 
between probe and target cell.  
 
(B)  Fmax  as  a  function  of  contact  time  for  homophilic  and  heterophilic  adhesion  between  three 
different HEK293 cell  lines overexpressing teneurins. Values are presented as mean from 14 to 210 
























(A)  Representative  F‐D  curves  (60  s  contact  time)  recording  the  adhesion  between  HEK  cells 
expressing different  teneurin constructs. F‐D curves showing  the probe cell approaching  the  target 
cell  are  gray.  F‐D  curves  recorded  when  separating  both  cells  (black)  are  used  to  estimate  the 
maximum adhesion force (arrow, Fmax). Maximal adhesion forces between probe cell and target cell 
after contact times of 5 s (black bar), 20 s (dark gray bar), and 60 s (light grey), and 120s (white bar) 







forces are  represented as  red bars and SEM as black bars. Green and  red  shaded areas  represent 
positive  and  negative  controls,  respectively.  The  dashed  blue  line  corresponds  to mean  Fmax  of 









Figure  4:  Teneurin  homophilic  interactions  inhibit  neurite  outgrowth  of  Nb2a  cells 
mediated by the NHL repeat domain 




(right  panel)  for  Nb2a  cells  stably  expressing  full‐length  teneurin‐2  (I2E2N2Y2),  a  construct  with 
deleted ICD (I0E2N2Y2) or deleted ECD (I2E0N0Y0) are presented. The graph shows the percentage of 
cells  with  neurite  lengths  greater  than  the  length  indicated  on  the  X‐axis.  The  horizontal  lines 
represent the median value of three  independent experiments and the median values and SEM for 
each  construct  are  indicated  next  to  the  legend.  Significance  of  differences  in median  values  is 
calculated by One‐Way ANOVA on ranks (*=p<0.01). 
(D) Quantification results of the neurite outgrowth assay on teneurin‐2 ECD (left panel) or poly‐lysine 
(right  panel)  of  Nb2a  cells  stably  expressing  full‐length  teneurin‐2  (I2N2E2Y2),  a  construct  with 
deleted  YD  repeats  (I2E2N2Y0)  or with  the NHL  domain  swapped  (I2E2N1Y0)  are  presented.  The 
graph shows the percentage of cells with neurite lengths greater than the length indicated on the X‐
axis.  The  horizontal  lines  represent  the median  value  of  three  independent  experiments  and  the 










(A) Representative FACS profile  for HEK293 cells expressing  full‐length GFP‐tagged  teneurin‐2. The 
box represents the gate for sorting of all GFP‐expressing cell lines. 
(B)  Surface  stainings  with  an  anti‐EGF  teneurin‐2  antibody  of  non‐permeabilized  HEK293  cells 
expressing the constructs indicated and sorted with the gating presented in (A). Scale bar, 10 μm.  
(C) Representative  FACS profile  for HEK293  cells expressing  full‐length RFP‐tagged  teneurin‐1. The 
box represents the gate for sorting of all RFP‐expressing cell lines. 










(A)  Presented  are  the  maximal  adhesion  force  measurements  between  HEK293  cells  expressing 
teneurin swap and deletion constructs. These data complement the data shown in Figure 3C. The red 
and  green  shaded  areas  show  constructs  that  are  considered  as  negative  and  positive  controls 
respectively. The blue dashed  line  indicates mean Fmax of homophilic adhesion between teneurins 
(positive control) and the orange dashed line indicates mean Fmax of heterophilic adhesion between 









Supplementary  Figure  S3: Purity of protein purification,  coating efficiency of  cover  slips 
and representative images of the neurite outgrowth assay. 
(A) A coomassie stained protein gel of the protein purification is shown. Elution fractions (E) 1‐8 show 
the  purified  protein migrating  at  the  size  of monomeric  protein  of  about  250kDa  of  size.  These 
fractions were pooled, confirmed  for teneurin protein identity and purity in mass spectrometry (data 

















related  to  each  other  and  how  they  help  to  improve  our  understanding  of  teneurin 
functions.  The  study  presented  in  chapter  4.1.  “Phylogenetic  Analysis  of  the  Teneurins: 
Conserved  Features  and Premetazoan Ancestry” describes  teneurins  as  a phylogenetically 
old  and  conserved  protein  family. We  found  a  teneurin‐like  gene  in  the  choanoflagellate 
Monosiga breviocollis, an unicellular eukaryote considered to be the closest relative of the 
metazoan.100, 101 In the study “Teneurin homophilic interaction is mediated by their propeller 
domain  and  inhibits  neurite  outgrowth”  as  presented  in  chapter  4.3.,  we  show  that 




analyzed  in more detail  in the first study. Great emphasis was placed on the ICD, since  it  is 
believed to play an important role in mediating teneurin functions. Previously, it was shown 
that  the  teneurin‐1  ICD  interacts  with  the  adaptor  protein  CAP/ponsin,  representing  a 
possible  link to the cytoskeleton. Even though the known SH3 binding motif only differs  in 
one amino acid in teneurin‐2, it is not able to bind CAP/ponsin.80 The results obtained in the 
third  study  presented,  clearly  show  the  importance  of  the  teneurin  ICD  in  mediating 
adhesion  forces  between  two  cells.  Thus,  a  connection  between  the  ICD  and  the 
cytoskeleton seems to be crucial. We could show that this feature is conserved between the 
ICDs  of  teneurin‐1  and  ‐2,  since  ICD  swap  constructs  were  able  to  mediate  the  same 
adhesion  forces  as  the  original  constructs.  As  teneurin‐2  is  not  able  to  bind  CAP/ponsin, 
there  has  to  be  another  conserved  link  between  teneurin  ICDs  and  the  cytoskeleton. 
CAP/ponsin is part of the vinexin family of adaptor proteins. All three family members have 
been shown to perform a function  in cell adhesion.103    It would be  interesting to analyze  if 
different  teneurins bind  to different members of  the vinexin protein  family.  In addition, a 
screen for further interaction partners for all teneurin ICDs would help to better understand 
how the ICD is able to mediate teneurin functions. 






patterns.  Extensive  studies  of  teneurin  expression  in  different  species  revealed  distinct, 
non‐overlapping expression patterns. These patterns are usually regulated by a network of 
transcription  factors.  In  the  study  “Human  Teneurin‐1  is  a direct  target of  the homeobox 




the  patterned  teneurin‐1  expression  in  the  developing  brain.  In  addition,  as  shown  in 
chapter 4.3., teneurins mediate homophilic adhesion forces, but not heterophilic ones. The 
domain responsible for this discrimination is the propeller‐like NHL domain. Furthermore, an 
overexpression  of  teneurin‐2  leads  to  neurite  outgrowth,81   which  is  slowed  down when 
teneurins interact homophilically. 
In  conclusion,  the  results presented here,  together with  increasing evidence  in  literature, 
clearly indicate that teneurins are axon guidance and target finding molecules. This function 
is phylogenetically conserved. Finally, the ICD and the NHL propeller domain were identified 
as  the  important  domains  in mediating  this  function.  This  provides  the  basis  to  further 
analyze  these  domains.  One  major  question  to  be  answered  in  future  studies  is  which 
proteins  are  involved  in  linking  the  ICD  to  the  cytoskeleton.  Furthermore,  it  will  be 
interesting to examine how the NHL domains of teneurin‐1 and ‐2 can discriminate between 
homophilic  and  heterophilic  binding,  despite  their  high  conservation.  Solving  the  crystal 
structure of this domain to get information about which residues are crucial in discriminating 
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